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oh Al SBIR (Leishmania gerbilli) 
染色 质 与 动 基体 碱 性 蛋白 的 初步 研究 


KEK” BHR 
(中 国 科学 院 是 明 动 物 研究 记 ) 
摘 要 


对 用 纯化 的 砂 鼠 简化 晶 原 虫 细 许 核 作为 起 始 材 料 对 其 桨 色 质 碱 性 蛋 吉 进行 分 析 ， 发 现 这 类 生物 中 只 
存在 四 种 核 芯 组 蛋白 CHy,H2A,H2BAIHs) a 

用 紧 胶 电 谍 比 较 全 细胞 的 与 细胞 该 的 破 性 蛋白 时 ， RAT HR ORA SORTER CL 组 分 )。 
细胞 化 学 的 检测 事 明 它 定位 于 动 茵 休 《Kinetoplast) 。 


tO, BRATS, RAM, HK, BARES, SERA 


Beck (1964) 曾 使 用 免疫 获 光 技术 对 锥 体 虫 属 中 九 个 种 进行 检查 ， 未 发 现 有 组 蛋 
由 存在 。 但 这 一 结论 不 久 就 为 Steinert (1965) 的 实验 所 否定 。 此 后 ， 许 多 人 试图 通过 
生化 手段 确定 锥 体 虫 染色 质 中 组 蛋白 的 种 类 ， 可 是 始终 没有 得 到 统一 的 结论 。 这 可 能 与 
歌 得 的 实验 材料 数量 非常 有 限 以 及 分 离 纯 化 这 类 材料 的 细胞 核 很 困难 有 关 。 

到 目前 为 止 ， 关 于 锥 体 虫 科 的 核 染 色 质 研究 昌 然 已 经 积累 了 一 些 资料 ， 但 也 仅 限于 
极 少 数 种 类 ， 克 氏 锥 虫 (Trypanosoma cruzi), 布 氏 锥 虫 (T. brucli), BRAM 
(Crithidia oncopelti) 等 ， 而 有 关 利 什 紧 原 贝 属 核 当 色 质 的 碱 性 蛋白 的 研究 ， 迄 今 未 
WE. ROP RRAHEMADRAT SR (Leishmania gerbilli) 的 前 粹 毛 体 
为 材料 进行 了 研究 ， 并 对 其 动 基体 的 碱 性 蛋白 也 作 了 初步 研究 。 


材料 和 方法 
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而 得 。 贝 体 的 培养 基本 参照 吴 传 芬 等 《1985) 所 使 用 的 方法 进行 。 








2. 细 胞 核 分 离 
细胞 核 分 离 按 张 建 文 等 (1987) 建 立 的 Lgerbilii 核 分 离 程序 进行 。 


3. 厌 性 蛋白 提取 


C1) 以 分 离 核 为 材料 的 提取 ， 按 Rizzo 等 (1974) 的 2478 NaCl 法 进行 ， 但 略 有 修 
改 。 

所 分 离 的 细胞 核 用 ST 液 人 0.151 NaCl, 10mAf MeSO,, 0.5m M PMSF, 25m M 
Trie-HCl, pH7.5) RAA, BATIR Mh 2M NaCl 中 ， 在 4 人 2 过夜。3,500 
rpm x 10° Rb, WEE, DIAPER HCI RE 0.264, 4°C RRD 后 提取 液 
AEH RARE, 3,500rpm x10’ Bb, FUE, WR EW FT R A, Rt 0.25N 
NaChiG ar xt BG. FE SH A 200m 1 RE COM) 中 浓缩 样品 至 不 体积 的 1 /5~1/6, A 
BoO-KAUE, KAAAMRREASTR, MAHA L. gerbilli BRERA 
He 

C2) 以 全 细胞 为 材料 的 提取 ， 人 参照 Netrawali 法 〈1970) 进行 。 

收集 新 鲜 虫 体 材 料 用 ST 液 洗涤 三 次 至 血色 谱 尽 ， 用 分 离 风 胞 核 时 所 用 的 方法 破碎 

细胞 ， 再 用 ST 法 洗涤 破碎 物 五 次 。 之 后 ， 按 核 提 取 程 序 进行 。 
(3) 全 细胞 甲醇 男 定 一 -0.25 HC, 
经 洗 淋 的 材料 用 甲醇 分 别 固 定 不 同 长 短 的 时 间 ，45，90，120，180 人 分钟。 离心 弃 甲 
REHAU 5 售 体 积 的 0.25 闪 HTC1 提 取 1 小时。 提取 物 用 丙酮 沉淀 ， 真 空 干燥 。 


4.8 ik 


通过 前 述 各 步骤 得 到 的 和 蛋白 样品 分 蓝 按 照 Hardison (1978) 使 用 的 方法 作 尿 素 系统 
电泳 分 析 。 若 考 马 斯 亮 兰 不 能 清晰 地 显示 和 蛋白 带 ， 则 使 用 风 aray (1981) ARERR 
色 复 染 。 


5. 碱 性 蛋白 的 细 隔 化 学 检查 


(1) 材料 处 理 ， 经 培养 十 二 天 后 收集 的 虫 体 用 ST 液 洗 妾 三 次 后 分 别 作 不 同 的 处 
理 ， 再 涂 片 作 细 胞 化学 反应 。 

(a) 于 中 性 福 尔 马 林 (10% Formalin, 2% 乙酸 钠 ) 中 直接 固定 10 小 时 以 上 。 

Cb) AEP PE 3 小 时 ， 再 以 中 福 福 尔 马 林 固 定 10 小 时 以 上 。 

(Cc) 在 甲醇 中 固定 3 小 时 后 ， 用 0.250 HC 提取 I 小时， 之 后 在 中 性 福 尔 林 中 
固定 10 小 时 以 上 。 

(2) 碳酸 锐 银 反应 (A 一 S 反 应 ) ; SREB (1984) 对 Tramezzani 法 的 改 
良 方法 进行 。 
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结果 


1. 碱 性 蛋白 的 电泳 分 析 

从 纯化 细胞 核 制 取 的 核 组 蛋白 在 电泳 中 分 出 四 个 组 分 ， 分 别 对 应 于 标准 组 蛋白 〔 小 
牛 胸腺 组 蛋白 ) Hy, H:A, HB 和 日 ,，， 没 有 发 现 对 应 于 日 的 组 分 (图 1 一 8) 。 而 通 
过 Netrawali 法 从 全 细胞 制备 的 碱 性 蛋白 中 却 分 出 了 五 个 组 分 ， 迁 移 较 快 的 四 种 与 核 提 
取 物 相间 ， 剩 下 一 种 迁移 较 慢 ， 在 迁移 率 上 类 似 于 组 个 白 晶 |， 我 们 称 之 为 上 组 分 图 


1—b) , 
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Bi ”电泳 图 谱 : a AA S(t ft hA AARE: 


c, eRe) RA 
m? KAM: ASRS NARARS, 
图 3 电泳 图 讲 :a 和 c 为 小 咎 胸腺 织 蛋 白 i b 为 经 甲醇 团 定 456 分 种 后 的 利 什 各 原 忠于 酸 提取 物 。 
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Ea MARDA: 8 Jy QI SR ES hE Da EARR, 为 小 牛 胸 腺 标准 组 蛋白 ; BOY FE 
AMPER Se DS AR 

图 5 MRAR: W ARARA; DAC HATER AS MSS he a E a A ER o 

AG FP RIDA RRR. ELE. 

A? AAR RRA RR: 经 过 甲醇 头 定 

AS AMER OMRREA RI: BARAT RRER. 


用 0.25 HCI 对 虫 体 全 细胞 直接 抽 提 , 电泳 表明 提取 物 中 至 少 含有 12 种 酸 溶性 组 分 
{图 2) 。 在 提取 之 前 先 以 时 醇 鸳 定 45 分 钟 , 酸 提取 物 中 酸 溶性 组 分 减少 到 6 FH CPR SAT SK), 
甲醇 国定 90 分 钟 后 酸 提 取 物 中 只 出 现 3 条 电泳 带 ， 若 用 银 复 染 还 可 显示 出 两 条 很 弱 的 
带 。 车 固定 120 分 钟 后 作 酸 提取 ， 绪 果 出 现 了 3 条 带 ， 其 中 两 条 相当 弱 (图 4 箭头 ) 。 
当 把 甲醇 辐 定 的 时 间 延 长 至 180 分 钟 分 上 ， 提 取 物 中 具 含 有 一 种 酸 溶性 组 分 ， 其 迁移 率 
类 似 日 ，( 图 5 箭头 ) ， 正 是 前 述 的 L 组 分 。 很 明显 ， 随 着 甲醇 固定 时 间 延 长 ， 从 虫 体 全 
细胞 中 提取 的 酸 溶 性 组 分 的 种 类 和 数量 减少 ， 但 似乎 甲醇 对 1 组 分 并 无 冉 定 作用 。 


2. RR RY 


为 了 弄 清 甲醇 固定 对 L. gerbilli 胞 核 及 动 质 体 碱 性 蛋白 的 深 柄 性 影响 ， 对 经 不 同 
处 理 的 虫 体 细胞 作 入 一 5S 反应， 显示 蕉 性 蛋白 的 有 元 。 

虫 体 经 中 性 柱 尔 马 林 固定 后 作 A 一 S 反应 ， 结 果 与 吴 传 芬 观察 到 的 一 致 ， 胞 核 与 动 
基体 的 阳性 显 色 率 均 为 100% (图 6 箭头 ) 。 虫 体 先 以 甲醇 男 定 3 小 时 再 用 福 尔 马 林 固 
定 ， 结 果 家 明 甲 醉 处 理 对 核 及 动 基体 的 显 色 并 没有 影响 ， 阳 性 率 仍 为 100% (图 7 Hi 
头 ) 。 若 甲 棱 图 定 后 继续 作 0.25 N HC 提取 ， 之 后 进行 A 一 3S 反应 ， 表 明 胞 榜 的 阳性 
率 仍 为 100%， 而 动 基 体 的 阳性 率 却 降 为 32% CAB) 。 


讨论 


1. Se ES 


在 纯 化 的 细胞 核 中 我 们 只 检 出 四 种 和 染 色 质 厦 性 蛋白 ， 与 标准 蛋白 对 照 它们 就 是 组 组 
白 H,，H,A，H,B 和 了 Hs,， 没 有 发 现 H, 组 分 。 可 是 以 同样 的 方法 从 忠 体 全 细胞 中 却 抽出 
了 五 个 组 分 ， 前 四 种 与 粮 提 取 物 中 四 种 相同 ， 而 迁移 较 神 的 一 种 则 是 核 提取 物 中 未 发 现 
ih Ls. BMERRTA LC SAR SH HM, 但 我 们 并 不 认为 它 就 是 工 ，geroifE 
ROH, 

己 知 在 短 腊 虫 和 锥 贝 两 个 属 都 有 四 种 核 世 组 焉 白 ， 然 而 这 类 生物 中 是 否 也 存在 非 核 
RHRAH,, CGOMA-RHBK, 19804 Filho 等 发 现 克 氏 锥 虫 中 除 存 在 四 种 核 芯 组 
HBAs, BEAR RARAH AD, PERS ERRKAALSR SESH, 相差 其 
远 ， 其 泳 动 很 快 。 他 认为 它 与 Caplan (1975) Æ Ee Oxytricha sp, 中 所 发 现 的 
“高 迁 H,” 是 同一 类 型 的 组 蛋白 。Leaver (1971) 在 短 膜 瞄 中 也 曾 发 现 有 这 一 组 分 。 
但 后 来 这 种 所 谓 “ 高 迁 H;” 组 分 被 Pinheiro (1980) 的 实验 否定 了 。 然 而 Pinheiro 也 热 
园 克 民 锥 虫 有 Hi 的 观点 ， 因 为 在 他 的 实验 中 发 现 了 一 种 可 以 被 0.5M NaCl 提取 的 蛋 
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白质 ， 分 子 量 约 11000， 与 高 等 生物 的 HH 一 样 可 以 在 电泳 后 为 考 马 斯 之 兰 R250 染 成 紫红 
色 而 不 是 蛇 兰 色 。 但 是 Rubio (1980) 的 工作 和 后 来 Heccker (1985) 的 研 究 都 认为 锥 
虫 属 原生 动物 的 染色 质 中 不 存在 与 组 蛋白 Hi 相当 的 碱 性 蛋白 。 

到 目前 为 止 , 还 没有 关于 利 什 自 原 虫 属 组 蛋白 的 报道 。 从 我 们 的 研究 结果 看 ， 至 少 
EL. gerbilli 染色 质 中 也 缺少 组 蛋白 本 ;而 只 存在 四 种 核 芯 组 蛋白 。 所 以 我 们 在 利 什 曼 
原虫 上 得 到 的 结果 与 Rubioc 和 Heccher 在 锥 虫 上 得 到 的 结论 是 一 致 的 。 或 者 可 以 作出 这 样 
的 推测 ， 锥 贝 类 原生 动物 普遍 缺少 组 蛋白 H;， 而 这 正 是 造成 这 类 生物 在 整个 核 分 裂 周 
期 中 染色 质 始 终 处 于 弥散 状态 而 不 会 凝聚 成 致密 的 中 期 染色 体 的 主要 原因 。 现 在 一 致 认 
为 组 蛋白 各 ,在 染色 质 纤 维 凝聚 过 程 中 起 着 关键 作用 。Hercker 曾 用 0.5M NaCl AAR 
肝 染 色 质 中 提出 组 蛋白 H, 8 后 把 它 加 到 克 拓 锥 虫 染 色 质 中 ， 结 果 夏 到 其 染色 质 纤维 
显著 的 增 租 。 这 表明 锥 虫 的 染色 质 有 发 生 凝聚 的 潜力 。 所 以 ， 在 研究 组 蛋白 昌 ; 的 发 生 ， 
进化 以 及 染色 质 凝 聚 成 染色 体 的 机 制 上 ， 锥 体 虫 类 原生 动物 无 疑 是 很 有 用 的 实验 材料 。 

2.L 组 分 在 胞 质 中 的 初步 定位 

Rusch 与 允 oodard 在 五 十 年 代 末 即 已 指出 ， 用 稀 盐 酸 可 以 从 经 甲 醉 夯 定 的 材料 中 扫 
去 组 蛋白 。 李 靖 炎 (1963) 提出 的 显示 细胞 核 非 组 蛋白 的 三 个 方法 之 一 ， 就 是 先 用 稀 酸 
从 甲醇 固定 的 材料 中 抽 去 碱 性 组 蛋白 。 以 后 这 一 方法 被 陈云 稚 等 1983) AT AR 
碱 性 蛋白 的 提取 ， 因 为 这 类 洽 细 胞 核 的 分 离 也 十 分 困难 。 因 而 我 们 在 作 工 。gerpoi7 染 
色 质 碱 性 蛋白 提取 时 也 采用 了 甲醇 固定 盐酸 抽 提 法 。 然 而 我 们 意外 地 发 更 甲醇 对 工 ， 
gerbilli 核 碱 性 蛋 由 虽然 同样 有 固定 作用 《四 醇 固定 的 时 间 愈 长 ， 被 抽出 的 碱 性 四 白 就 
愈 少 ) ， 可 是 甲醇 对 源 于 胞 质 中 的 组 分 似乎 就 不 存在 这 种 固定 作用 、 无 论 对 虫 体 作 多 
长 时 间 的 周 定 它 都 可 以 被 0.25 六 HC! 提取 出 来 。 

基于 组 蛋白 与 组 分 的 上 述 特点 ， 我 们 用 细胞 化 学 方法 A 一 3 反应 给 组 分 作 定 位 ， 
因为 该 反应 被 认为 是 检查 碱 性 蛋白 有 无 的 最 敏感 的 反应 。 我 们 发 现 虫 体 经 甲醇 固定 后 再 
用 稀 盐 酸 提取 ， 则 动 质 体 & 一 S 反 应 阳性 率 从 100% 降 至 32%， 而 细胞 核 的 阳性 显 色 率 仍 
4100%, BR, SBRRPKMAEAAL. ger blue PHM KREERET BME, 
而 动 质 体 碱 性 蛋白 却 没 有 这 种 改变 。 组 胞 北 学 的 实验 证 实 了 生化 提取 中 发 生 的 现象 。 根 
据 生 化 分 析 的 结果 ， 我 们 只 能 推测 工 组 分 分 布 在 胞 质 中 ， 而 细胞 化 学 的 研究 则 把 工 组 分 
可 能 存在 的 位 置 初步 确定 在 动 基体 中 。 

Rubio 在 对 克 氏 俊 贝 了 。cruszt 的 研究 中 曾 发 现 ， 若 担 组 蛋白 时 细胞核 的 纯度 较 低 ， 
提取 物 中 除 有 四 种 核 蕊 组 蛋白 外 还 有 另外 两 个 组 分 ， 它 们 在 电泳 中 的 沪 动 位 置 在 Hi 附 
近 ; 可 是 当 把 分 离 核 的 纯度 提高 ， 提 取 物 中 这 两 个 组 分 也 就 消失 了 。 他 认为 它们 是 源 于 
动 质 体 的 污染 。 现 在 看 来 ，Rubio 所 提 到 的 这 两 个 组 分 很 可 能 就 是 我 们 指 的 L 组 分 。 吴 
传 芬 等 在 研究 上 。gerbilii 动 基体 碱 性 蛋白 时 曾 发 现 ， 若 先 用 0.18Y HCI 一 80% 乙醇 对 
虫 体 进行 选择 性 提取 ， 之 后 作 A 一 S 反应 ， 则 动 质 体 的 阳性 率 从 100% 降 为 65%% ,而 细胞 
核 的 阳性 率 仍 为 100%。 这 与 我 们 的 结果 是 相符 的 。 

根据 内 共生 起 源 学 说 ， 现 优 真 核 细 胞 中 的 线粒体 起 源 于 远古 时代 的 细胞 内 共生 的 真 
细菌 ， 在 现代 真 核 细 胞 的 线粒体 中 还 残留 着 一 些 远古 时 代 真 细菌 祖先 的 特征 。 线 粒 体 合 
有 自己 的 遗传 系统 ， 一 些 学 者 还 相继 在 不 同 的 材料 中 提取 出 与 线粒体 DNA 结合 着 的 残 
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性 蛋白 质 一 HM 蛋 。 在 真 细菌 的 拟 核 区 中 也 有 一 种 与 DNA 结合 的 碱 性 蛋白 一 HU BA, 
因而 可 以 对 这 两 者 进行 比较 。 锥 体 虫 类 原生 动物 在 进化 上 分 类 地 位 较 低 ， 而 且 它 的 动 基 
体 作 为 线 粒 体 的 染色 质 结 构 ， 所 含 的 碱 性 蛋白 量 相对 较 多 。 所 以 ， 对 动 基体 碱 性 蛋白 的 
研究 将 有 助 于 我 们 认识 从 HU 和 蛋白 向 HM 蛋白 的 演化 过 程 ， 进 一 步 充 实 线粒体 的 内 共生 
起 源 学 说 。 
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PRELIMINARY STUDIES ON THE BASIC PROTEINS IN 
NUCLEAR CHROMATIN AND KINETOPLAST OF 
LEISHMANIA GERBILLI 


* Zhang Jianwen Li Jingyan 
(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica, China) 


Isolated nuclei of L, gerbilli were used to investigate the nuclear basic 
proteins, We found that onlv four kinds of histones (H4, H2A, H2B and H3) 
present in L, gerbilli; histone H} was absent, 

When basic proteins extracted from whole cells werc compared with those 
extracted from purified nuclei by electrophoresis, an acid-soluable basic protein 
(L component) was found existing in the kinetoplast, 

Key Words: Leishmania gerbilli, chromatin, kinetoplast, core histones, 


basic proteins 
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